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ヌ ー ド マ ウ ス を 用い た 転移実験系を ヒ ト 腫瘍の 転移巣 に 対す る治療実験 モ デ ル と して 応用す るた め に は , 定量性と 迅速
性を兼ね備 え た 転移腫瘍の 検出法を確立す る必要があ る . 本研究で は よ 転移 ヒ ト 腫瘍細胞 の 特異的且 つ 定量的な検出方法と し
て , 転移腫瘍 に含 ま れ る ヒ 下 に 特 異的 なβ - グ ロ ビ ン 遺伝子配列を特異的 D N A増幅反応 (polym er a se chain reactio n,
P C R) 法に よ り増幅 した後, サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に て検出お よ び 解析する方法 を検討 した . 実 験的転移系 で は , ヒ ト線 維肉腫
H T-1080細胞(5×106 個)を ヌ ー ド マ ウ ス (I C Rn u/n u)の 尾 静脈内に移植 し, 自然転移系 で は マ ウ ス の 右鼠径部皮下 に 移植 し
た . 移植後 , 経時的 に肺 お よ び リ ン パ 節を摘出 し, 抽 出 した D N A(1 FLg)を 鋳型 と して β - グ ロ ビ ン 遺伝子 に 対す る特異的 プ
ラ イ マ ー を 用 い て P C R法 に よ る 増幅反応を行 い , サ ザ ン プ ロ ッ ト故に よ り増幅 D N A断片 の 検出 ･ 解析 を 行 っ た . そ の 結
果 , 実験的転移糸 で は 1週目よ り ヒ ト β - グ ロ ビ ン 遺伝 子 の 増幅断片(576塩基対) が検出され, 肺転 移を確実 に と ら え る こ と
が できた . さ らに , 臓器 あた り の 転移腫瘍細胞数は経時的に増加する こ と が 明らか と な っ た . 自 然転移系 で は 5週目よ り肺 ,
リ ン パ 節転移 を 検出できた . ヌ ー ド マ ウ ス に よる 転移実験系に P C R法を 応用 した 転移腫瘍検出法を適用す る こ と に よ り , 肉
眼的観察 で は検出不 可 能な 微小転移 レ ベ ル で の 転移の 定量的検出が 可能 と な っ た . 本転移腫瘍検出法を 用 い , 肺転移巣に対す
る抗癌剤 の 効果判定試験を施行 した . H T-1 080 細胞を尾静脈内に移植後1週目に cisplatin(C D D P)2m g/kg また は adria mycin
(A D M)8m g/kg を 投与 し , 投与後1 , 3週 目に 肺を 摘出 し D N Aを 抽出 した . P C R法に よ るβ - グ ロ ビ ン 遺伝子 の 増幅と そ
れ に 引き続く サ ザ ン プ ロ ッ ト 法に よ る増幅 D N A断片 の 検出 ･ 解析を 行 っ た結 果 , 抗 癌剤投与後 1週 目 に お い て , A D M と
C D D Pの 腫瘍増殖阻止率は そ れ ぞれ38. 9%, - 6 0.1%で あり , H T-1080の 肺転移巣ほ A D Mに 感受性 が高く , C D D Pに 感受性
が低い こ と が 明らか とな っ た . P C R法を 応用 した 転移腫瘍検出法を適用する こ と に よ り, ヌ ー ド マ ウ ス 法が ヒ ト腫瘍 の 転移巣
に 対す る治療実験 モ デ ル と して 応用可能 である こ と が 示 され た . 以上 の 結果か ら , 本法 は ヒ ト癌 の 転移 , 浸潤 の 機構解明 お よ
び 癌転移巣 に 対す る治療法 の 開発 に 有用 な実験手段と な る もの と 考える .
Eey w o rds m eta sta sis, nude m ou s e, hu m a nfibr os arco m a H T-1080, pOlym erase chain re action
癌治療 の 成否 は癌転移お よ び再発 を い か に 防くい か に か か っ て
い る . 転移 の 完全抑制 こ そ , 癌治療 の 最大の 課題 と い え る . 転
移 に は 癌細胞 の 全身撒布が そ の 背景 と して あるの で , 転移癌 の
治療は理論的に は 化学療法が最も有効な治療法 とな り得 る . し
か し, 転移研究は転移現象の 解明が大部分 で あり , 転移癌 の 化
学療法に関す る基礎研究は極め て少 な い . こ の 原 田の 一 つ は t
良い 転移治療 モ デ ル が 無 い こ と に起因す る . 従来 , 臨床検体の
み な らず培養細胞系 と して 樹立 さ れ た ヒ ト腫瘍株 に お い て ,
ヌ ー ドマ ウ ス に恒常的に自然転移を生 じさせ る こ と ほ 難 しい と
さ れてきた . 最近, 可移植性腫瘍株の 選択や腫瘍移植経路及び
移植方法等の 工 夫に よ り, ヌ ー ドマ ウ ス に お い て も ヒ ト腫瘍が
再現性をも っ て 転移 し , 転移 モ デ ル と して の 応用の 可能性を示
す報告がな されて い るl ト15). 転移実験モ デル と し て 1) 確実 に
ま た恒常性 をも っ て転移が 形成さ れ る こ と , 2) 簡便なモ デル
系で ある こ と が重要 であるが , 治療実験系 と し て 応用す る場合
に は 加え 七 3) 定量性, 4) 迅速性が要求 され る . しか し従来
の 転移の 検出ほ , 病理組織学的手法お よび 臓器の 表面に形成 さ
れ た 転移結節数を算定す る とい う肉眼形態学的観察に 基づ い た
定量性に乏 し い も の で あ っ た . そ の 為 , 肉眼上 あき らか に 転移
結節が認め られ る まで の 時間的制約をうけ , 迅速性に も問題が
あり , よ り実用的 で簡便 な ヒ ト癌 に対す る転移実験系の 開発が
望 ま れ て い た . 本研 究 で は , ヌ ー ド マ ウ ス に ヒ ト 線 維肉腫
H T-10 80細胞 を移植後 , 特 異的 D N A増幅反応(polym e ra s e
cha,in r e a ctio n, P C R) 法を用 い て 転移腫瘍細胞 の ヒ トβ
- グ ロ
ビ ン 遺伝子(5 76塩基対) に 対す る特異的増幅反応 を施行す る方
法 に よ り , 従 来の 肉眼形態学的観察で は検出不可能 な微小転移
レ ベ ル で の 転移 ヒ t腫瘍細胞 の 迅速 且 つ 定 量的な検出 を試み
た .
対象お よび方法
Ⅰ . 移構腫瘍細胞 と培養
ヒ ト線維肉腫培養株 H T-1080 は, 10% (Ⅴ/v)非働化 ウ シ 胎児
A bbr e viatio n s: A D M, adriamycin; bp, ba se pair; C D DP, Cisplatin; C P A, CyClophospha mide; E D T A,
ethylenedia min etetr a ac etic acid; H. E. , he m atoxylin a nd eosin;
'
i. p リ intraperito n eal; i･ V ･ , intr av e no usly;
M T T, 3-(4,5-dim ethy pthiaz ol-yl)-2,5-diphe nyltetraz oliu m bro mide ; N K, n atu ral killer ; PC R, pOlym eras e chain
P C R法を用 い た ヒ ト転移腫瘍細胞 の 定量的検出
血清(GIBC O社 , Gr a nd Isla nd, U S A)と ダル ク ミ ソ を 含ん だ
イ ー グル M E M培地(日本製薬社 , 大阪) 中に お い て C O2 浪虔
5% , 37 ℃ で培養 した . トリ プ シ ン ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸
ニ ナ ト リ ウ ム 塩(ethyle n edia min etetr aa c etic a cid, E D T A) 緩衝
液を 用 い て細胞 を剥離 した 後, 生理 的食塩水 を用 い て 細胞浮遊
液を作製 し, 27 Gの 注射針を用 い て 5 ×10
¢
個 (0.1ml) を 移植
した . 移植 に用 い た腫瘍細胞浮遊液ほ , ト リ バ ン プ ル ー 色素排
除試験法 に よ り , 90% 以上 の 生細胞 がある こ と を確認 した .
Ⅲ . 実験動物
ヌ ー ド マ ウ ス は 5適齢 , 雌の IC R(n u/n u) 系(日本チ ャ ー ル
ズ リ バ ー 社 , 厚 木) を 用 い た . マ ウ ス は 無病原体飼育条件下
(spe cific pathoge nfr e e, S P F)で 滅菌飼料 お よ び滅菌水道水が
自由に 摂取 でき る ように して飼育 し実験 に用 い た .
Ⅲ . 転移の 作製
実験的転移糸 と して ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈内に H T-1080細
胞を 5 ×108 個 移植 し, 移植後 1 , 2 , 3 , 4週日 に 肺を摘出 し
D N A を抽出 した . 別途 に 摘出 した 肺の 一 部を10% ホ ル マ リ ン
に て 固定後 , へ マ ト キ シ リ ン ･ エ オ ジ ン (he m ato xylin a nd
eo sin , H. E.) 染色を 施 した標本 を作製 し, 肺転移 の 有無を病 理
組織学的 に 追求 した . ま た , 自然転移系 と して H T-1080細胞 を
ヌ∵ - ド マ ウ ス の 右鼠径部皮下に 5 ×106 個移植 し, 1 ～ 6週 目
ま で 各週毎 に 肺お よび リ ン パ 節 を摘出 し D N A を抽出 した .
Ⅳ . Cyclopho sphamide (C P A ) に よ る前処理
ヌ ー ド マ ウ ス の 免疫担当細胞 と し て の ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー
(n atur al killer, N K) 細胞の 抑制 を 目 的と して , 腫瘍細胞移植 4
日 前に C P A 200m g/kg を 腹腔内(intr aperito n e al, i. p.) 投与し
た ヌ ー ド マ ウ ス を 用い て 同様 の 実験 を試 み た . 即 ち , 5 ×108
個の H T-1080細胞 を マ ウ ス の 尾静脈内ま た は 鼠径部皮下に 移
植 し, 実験的転移系で は腫瘍細胞移植後 1 , 2週 目に お ける転
移増殖を CP A未処置群 と比較 した . ま た , 自然転移系で ほ腫
瘍細胞移植後 3 , 5 , 7週 目 に おけ る転移細胞の 増殖を C P A
末処置群 と比較検討 した .
Ⅴ . 実験的転移系を 用 い た肺転移巣に対す る治療実験
ヌ ー ド マ ウ ス 尾静脈内に H T-1080細胞 を移植後 , 1 週 目 に
Cisplatin (C D D P)2mg/kg ま た ほ adria mycin (A D M)8m g/kg
を27G 注射針 を用 い て 尾静脈内投与 した . 抗癌剤投与後 1 お よ
び 3週目 に 肺を 摘出 し, D N A を抽出 した .
Ⅵ . D N Aの 抽出方法
摘出 した 肺 お よ び リ ン パ 節 ほ 4 ml の ホ モ ジ ナ イ ズ 緩衝液
(0.1 M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0. 2M シ ョ 糖 , 0 .01M E D TA , 0. 3
M ト リ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン 一塩酸 pH 8.0) 中で
ホ モ ジナ イ ズ した . ホ モ ジ ネ ー トは フ ァ ル コ ン 205 9チ ュ ー ブ に
入 れ ! 25 0FLl の1 0% ドデシ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム (dode cyトs odiu m-
S ulfate , S DS) を加 え携拝 し , 65 ℃の 温浴中 に て30分間加温 し
た ■ さ ら に , 600/∠1の 8 M酢酸 ナ ト リ ウ ム を 加え横枠後 ! 60分
間氷中に 静置 した . 氷冷後, 4 ℃, 1 1,000rpm に お い て20分間
遠心 し, 水層 を新 た な チ ュ ー ブ に 回 収 した . ク ロ･ロ ホ ル ム 4
mlを加 え据拝後 , 3,000rpm に お い て10分間遠心 し , D N A を抽
出 した . 水 層 を 分取 し , ク ロ ロ ホ ル ム 4 ml, ト リ ス E DTA
(T E) 緩衝液[10m M ト リス 一 塩 酸 pH 7.4, 0. 1m M EDT A
pH 8･0] 飽和フ ェ ノ ー ル 4 ml を加え据搾後, 3,000rpm に お い
11
て15分間遠心 し D N A を抽出 した . 再度 , ク ロ･ロ ホ ル ム 4mlに
お い て抽出を 行 っ た 後 , 分取 した 水層 に 8 ml の エ タ ノ ー ル を
加え , 3,000rpm に お い て15分間遠心 し D N Aを沈澱 と し て 得
た . 沈澱は 5 mlの80% エ タ ノ ー ル で 洗い , 減圧乾煉 させ た 後に
2 ml の T E緩衝液に 溶解 した . D N A溶液 に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
A (Sigm a社 , St. Lo uis , U S A)1 00FLg を 加え , 37 ℃, 30分間
反応 させ た 後 , 3 M酢酸ナ トリ ウ ム 200〃1 を加 え , T E緩衝液
飽和 フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム (1 : 1)2ml に て 1 回 (3,000
rpm , 15分), ク ロ ロ ホ ル ム 2rnI にて 1 回(3,000rpm , 10分) 抽
出を行 っ た . 分取 した 氷層に 5 ml の エ タ ノ ー ル を加 え 3,000
rpm に て 15分間遠 心 し エ タ ノ ー ル 沈澱 を 行 っ た . D N A ほ,
80% エ タ ノ ー ル 2 ml で洗浄 し, 減圧乾燥 させ た後 , TE 緩衝液
に溶解 した .
Ⅶ . 鋳型 D N A の調製
TE 緩衝液中に溶解 した D N A は, 260n m に お ける吸光度を
測定 して D N A濃度 を求め た 後(1 0. D. = 50〃g/ml), 同緩衝液
を用い て 1 00〃g/ml に 調製 し た . さ ら に , 1 0 0〟 g/ml の
H T-1080細胞 の D N Aを 1 00JLg/ml の 正 常 ヌ ー ド マ ウ ス の 肺
D N Aに よ り希釈 し, H T-1080細胞の D N A濃度が 102, 10, 1,
10-1, 10▼2, 10~ 3Jj g/ml の 段階希釈溶液を調製 した .
Ⅶ . プ ラ イ マ ー およ び プ ロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドの 作製
P C R法に よ る特異的遺伝子配列 の 増幅に 用 い る プ ラ イ マ ー
お よび P C R増幅β - グ ロ ビ ン 遭伝子配列 を検出する プ ロ ー ブ
と して , ヒ トβ - グ ロ ビ ン 遺伝子配列l¢) よ り Huβ一l ～ 11 ま で
の20塩基か らな る11種類の オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを合成 した ( 図
1). な お , ちれ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ D N A合成 装置
P C Rメ イ ト (Ap plied Bio syste m 社 , C A, U S A)に よ り合成 し
た .
Ⅸ . P C R反応
調製 した 鋳型 D N Al 杵g に 対し P C R反応緩衝液(1 0m M
ト リ ス 一塩酸 pH 8.3, 50m M 塩化 カ リ ウ ム , 1.5m M 塩化 マ グ
ネ シ ウ ム), デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液〔deo xyade n o sin e
5㌧Tripho sphate (d A T P), de o xy gu a n osin e 5
'
-Tripho sphate
(dGT P), de o xycytidin e5
'
-Triphosphate(d C T P), de o xythymid-
in e5
'
-Triphosphate(d T T P)各 200FL M〕, T he rm u saqu atic us
｢Taq)D N A ポリ メ ラ ー ゼ (Perkin-Elm erCetu s 社 , No r w alk,
C T, U S A) 2. 5単位 , ( +) 鎖お よ び (-) 鎖プ ラ イ マ ー 各 1
〃 M を 加え , 滅菌蒸留水に よ り全 量 100〃 =仁 調整 した . 加熱
に よ る反応液 の 蒸発を防ぐた め , 1 00/Jl の ミ ネ ラ ル オ イ ル
(Sigm a 社) を 重層 し た . 反 応 に は D N A T her m al Cycler
(Perkin Elm erCetu s) を使用 し , 熱変性 を9 4 ℃, 2分間 , ア
ニ
ー リ ン グ を55 ℃, 2分間, D N Aの 伸長を72 ℃, 2分間と し ,
こ れを 1 サ イ ク ル と して25サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応終了後 ,
上 層の ミ ネ ラ ル オイ ル を除去 し , ク ロ ロ ホ ル ム 100〃l を加え
振とう し, 上 層に増幅後 の D NA 溶液を得 た .
X . 増幅 された D N Aの 検出
増幅後 の D N A溶液に 1 0FLl の 3M 酢酸 ナ ト リ ウ ム (pH
5.2)お よ び 300/`1の エ タ ノ ー ル を 加え , 1 5,00rpm に て20分間
遠心 し D N A を沈澱 させ た . D N A は, 80% エ タ ノ ー ル 300
〟1 に て洗浄 した 後 ∴減圧乾燥 し, 0.06%プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ
ル ー
, 0.06% キ シ レ ン ア ノ ー ル お よび6.7% グ リ セ ロ ー ル を含
r ea ctio n; P P C, peak plas m a con c e ntration; S D S,･dode cyl- S Odiu m-S ulfate; S P F, Spe Cific pathogenfre e; S S C,





仙 β - 4( - )




:AGA GCC ATTA TTGCT TACA
:ACACA ACTGTGTT CAC TAGC
:GAAGTCTGC CGTT ACTGC CC
:CAACTTC AT CCA G TTCA C C
:CTG TCT TG TAAC CT TGA TA C





Huβ - 7(+) :A GT GAT GG CC TG TC AC CT
Hue - 8 ( - ) :T A TGA CA TG AAC TTAACCAT
HuB - 9 (+) :GC TA ATC AT GT TCAT ACC T
Huβ 一10(+) :GC CCTGGCC C AC^G TAT CA
Huβ - 1 1( - ) :A GG CAG AATC CAGA TGC TCA
B + 附 加 刷 冊 ㈱ 血 購 軸 脚 血 血 血 瑚 抑 棚 肌 頼 嘲 舶 棚 舶 拙 如 拙












GJTIGGCJCTGICT CT TGCCT▲TTGGTCT▲ TTCCCICCTTiGGCTGCTGGTGGTCTIC~■~1 ｢- ▼■~~▼ ■~,
CCTTGGICCCIGJGGTTe TTG▲GTCCTTTGGGG▲ C GTCCICTCCTGITGCTGTTiTGGGCAACCCTAAGGT AAG




CT GIGTGA GCTGCICTGTGACllGCTGCICG TGGITCCTGI AI CTTCA G GAGTCTATG GACCCTTGATGTTTT
CT TTCCCT7CTTTTCT4TGTTAAGTTCITGTC叫 G GAIGGGAGl lGTIA C AG GT AC AGTTTA GA ATG GG AA A C
I
AGICGAITGATTGCJTCAGTGTGGIAGTCTCIGGITCGTTTTAGTTTCTTTTATTTG CTG CATA A CA AT T GTT T C
TTTTGTTTIATTCTTGC T TCTTTTTTCTTCTCCGCIATT ml CTITTATA CTAATG C CTTA CATTGT GTAT
AACAAAAGAATITCTTGIGiTACATTIAGTACTTAAAA AACTTTACA CA GT CT GC CATA A TTA CTATT
TGGAITITA GTGTGCTTATTTG CATiTTCITAATCTCCCTACTTTA TTCTTTTAT TTTTA ATT GAT A C AT AA T C ^
TTITACATITTTA GG GTTIA AGT TllTGTTTTi ATATGT GTACA CA T A TT G A CC A AA T CA G GGT A TT T GCA TT
TGTA Am TAA AA i lTGCTTTC CTTTTIATATI CTTTTTTG TI CTAT 一丁CT AA T A CT TT C C CA A T T CTT T
CTTTCAGG G CA ATAilGiTAC IATGTiTCATG C CTCT TGCi C CATTCTA A A G A AT A AC A GTG AT AI TT CT GG GTT A
AGG C AATI GCA iTATT T CTGCITATA i ATiTTTCTG CATITA i ATT GTA A CTGA T GT AA G A GG TT T C AT ATGC TA A
TAG C AG CTi AITCCI G CTACC ATTCTGC一丁TTITTT▲TGTTG G G AT A G G C T G GA TT A TT CTG AGT C C AAG CT AG
G C CTTTTQC AITC ATGT T CATi C CTgr nTC一丁CCTCC C I CI G CT C C T GG G C A A CG T G CT G GT CT GT G T GCTG GC C
▼~ 1 ｢~~~~
CATC ACT mG C IA A GAIT CICC C CI CCIGT GC IG G CTC TITCAG A AGTG G T GG CT GGTGT GCT A A Tモ望三三三
川
担 A CAIGT ITC4CT AG CTC GCTTTCTTG CT GTCC A ATTTCTATT l i A GG T T C CT T T GT T C CCT AAG T C CAA CTA C
TA AA CTG GG GATl m TG A AG GG C CTIGIGC ATCT GITT些些了AA T AA AA A A CA TT T ATT C TT G Ca atgat
ll
t`att taaattat t tctgaatat tt tacta a aaagg a at&t朗gaggtC agtgCat tta a a a C at a aga a atgatg
粥 Ct` t tC a aa C Ct t一ほgaaa at8 Ca CtatatCttaa aCtCCatgaa agaag gtgag gCtgCa a C C agCta atgC a C a
t t& &C a C a6CC CCt` at&CCtatiC Cttat tCatC CCtCa&aaa ag gat tCt tgtagag gCttgat tgC aggtta a
a&tt t 七郎 tatlCt&tatt t taCattaCt t云ttgt t t taiCt&tC CtC atga atgtCt t t tC aCta CCCatt tgCtta
tc c七郎 atCtCtCt¢agC Ct tgaCt
Fig･1･ Sequ e n c es of synthetic oligo n u cleotide prim er s arld pr obe forP C Ra,mplific atio n a ndtheirlo c atiohsin the hu m a nβ
-
globin ge n e･ (A)Sequ e n c es of oligon u ckotide prim er$･ The prim erHuβ▼1,
.
2, 3, 6, 7, 9 a nd l Oar e c o mple m e ntary to
the(+)-Str a nd a nd Huβ-4, 5, 8 a nd llar e c o mple m e ntary to the(→ )･Strand/ Huβ-2 w as u s ed asthe pr obe to dete ct
the a mplified D N A lr agm e ntin this study. (B)Lo c atio n s oft■he Dli如n u cle otide sin the hu m a nβ-globin ge n e.
P C R法 を用 い た ヒ 一転移腫瘍潮胸の 定量的検出
む T E緩衝液 9 〟1 に 溶解 した . 各試料は 0.5ノノg/ml ェ チ ジ ウ
ム ブ ロ マ イ ドを 含ん だ 泳動緩衝液(4m M ト リ ス , 2 m M 酢酸ナ
ト リ ウ ム , 0.1rnM ED T A, pH 7.2)を 用い , 定電圧 100 Vに お
い て1･5% ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気泳動を行 っ た . 泳動 後 サ ザ ン
法1 7〉に 準 じて ト ラ ン ス フ ァ ー を行 っ た . 即 ち , 泳動終了後 の ゲ
ル を ア ル カ リ 変性液(0.5 M水酸化 ナ ト リ ウ ム , 1.5 M塩化ナ ト
リ ウ ム) に 浸 し30分間室温 にて ゆ っ く り振と う し D N A を変性
させ た 後 , 中和液(3M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0.5M ト リ ス 一 塩 軌
pH 7･2) に 浸 し1 5分間室温に て ゆ っ く り振と う した . 中和操作
を 2回 繰 り返 した 後, DNA は ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー
Hybo nd- N (Am e rsha m 社 , Gr ee n which, C T, US A) に
20× S S C(3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0.3 M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム) を
用い て ト ラ ン ス フ ァ ー した . ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー ほ
10分間紫外線照射 を行 い , D N Aを フ ィ ル タ ー に 固定 した .
フ ィ ル タ ー ほ ハ イ プ リ ダイ ズ緩衝液 〔6×s alin e s odiu m citr ate
(S S C) (0･9 M 塩化ナ トリ ウ ム , 0.09 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム),
De nhardt
'
s 液1 8)(0.1% ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン , 0.1% ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン , 0･1% フ ィ コ ー ル400), 1 0% 硫酸デ キ ス ト ラ ン ,
0･1% S D Sお よ び 0.1mg/ml サ ケ 精子 D N A〕中43 ℃の 恒温 水
層に お い て 1時間 の プリ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た .
P C R増幅β q グ ロ ビ ン 配列を 検出す る プ ロ ー ブ と して Huβ
M2 を使用 した . プ ロ ー ブ D NA 13pm ol に対 し [r32p] A T P
50/∠ Ci(Am er sha m 社), ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ 緩 衝 液
(50m M ト リス ー 塩酸 pH 7. 6, 10m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ,
5m M ジチ オ ト レ イ ト ー ル , 0.1m M ス ペ ル ミ ジ ン お よ び 0.1
B
l l山枯㌦ ㌦㌦

























m M E D T ApH 8･0), 10単位 T 4 キナ ー ゼ (宝酒造社 , 京都)お
よ び滅菌蒸留水を加え全量 20〃1 と し37 ℃に お い て45分間反応
させ て放射標識を行 っ た . そ の 乱 0.1% (Ⅴ/v)32P 標識プ ロ ー
ブ を加え , 43 ℃に おい て1 6時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ
た ･ ハ イ プ リ ダイ ズ させ た フ ィ ル タ ー は 2 ×SS C お よび0.1%
S D S を含む溶液中で45 ℃, 1 5分間の 洗浄を 2 回行 い , 引き続き
0･1×S S C お よび0･1% S D S を含む溶液中で45 ℃, 1 時間 の 洗
浄を行 っ た ■ 洗浄後 , Ⅹ線フ ィ ル ム (Kodak 社 , Ne w York)を
用 い て 室温下12～ 1 8時間の 感光を行 っ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ ィ ー で解析を 行い , さ らに バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー (富
士 フ ィ ル ムモL 東京)に よ り放射活性の 測定 を行 っ た . 臓 器あ
た りの 転移腫瘍細胞数の 算定ほ , 以下の 如く行 っ た . 正 常 ヌ ー
ド マ ウ ス の 肺 D N Aで 段階希釈 した H T-1080細胞の D N A を用
い て , 各 P C R反応 ご とに 検量線 を作製 し(図2), 検量線に 基
づ い て -log川 D N A(〃g)か ら DN A(pg)を 求め , 以下の 公式
に 基き算出 した .
組織あたりの転移腫瘍細胞数 = 組織あたりの DN A総屋(桐)×
組織 D N A 1FLg あた りの H T-1080 D N A畳(p g/FLg)
細胞 1個あた り の DN A量(6p g/c ell)
成 績
Ⅰ ･ ヌ ー ドマ ウス に お け る ヒ トβ - グ ロ ビン遺伝子の検出
図1 に 示 した11種類の オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドよ り , プ ライ マ ー
ペ ア と して Huβ 1-4, ト5, ト軋 2-4, 3-5, 3-8, 6-8, 9-11の 組み 合
-10glpN A(山g)
Fig･2･ P C Rpr odu ctsfrom the ge n o mic D N Aof = T-1080c els･ ､(A)So uthe rn a n alysis of P C Ra mplific ation pr odu ctsfr o m
S erial dilutio n s of HT-108 0ge n omic D N A in m o u s elu ng D N A･ T he P C Rprodu cts a mplified with the prim er s, Huβ -l
andlHuβ-8 c o uld be dete cted e ve n atthe c o n c e ntTatio n of lO
h 5
FL g Of H T-1080 D N A･ A b br e viatio n :bp, ba sepairs (B)
Plot of the r adio a ctivite s of the P C Rpr odu cts fr o mthe dilution s of HT-1080
､
D N Aagain st H T-1080c on c entratio n.
Radio a ctivitie sin the P C Rpr odu cts hybridiz ed with
朋P-labeled probe w ere a nalyz ed u sing a Fujix Bioim age an alyz er.




わ せ を用 い , ヒ ト β - グ ロ ビ ン 遺伝子を特異的 に 検出す る上 に
適 当な プ ライ マ ー ペ ア を検索 した . 上 記プ ラ イ マ
ー ペ ア は ヒ ト
β - グ ロ ビ ン 遺伝子の うち の そ れぞれ1 40, 18 3, 57 6, 11 0,
93, 486, 341, 273塩基対を増幅す るも の で ある . テ ソ プ レ ー ト
と して は , H T-1080 細胞 の D N Aと ヌ ー ドマ ウ ス 肺 D N A をそ
れぞれ 1 p g使用 した . 表1 に示 した 如く , H T-1080 DN Aを テ
ン プ レ ー ト と した 場合 , プ ラ イ マ ー ペ ア の す べ て の 阻 み合 わせ
に お い て 目的 とす る増幅 D N A断片が検出 され た . Huβ 1-4,
ト5, ト8 お よび 9-1 1の 組み 合わ せ の 場合 , P C R産物は単
一 の バ
ン ドと して検出され たが , 2 ヰ 3-5, 3-8 お よび 6-8の 組み 合わ せ
で は , 目的とす る増幅 D N A断片以外の P C R産物が バ ン ドと
して認め られ た . 一 方 , ヌ ー ドマ ウ ス の 肺 D N A を テン プ レ
ー
トと した 場合 , Huβ ト4, 1-5 お よび ト8の 阻み 合わ せ で は ,
P C R産物は認め なか っ た が , そ の 他 の 組み 合わ せ で は バ ン ド
が検 出され た (図3). 以上 よ り , ヌ ー ドマ ウ ス に お い て ヒ ト β
- グ ロ ビ ン 遺伝子を特異的に 検出す る の に 用い る プ ライ マ
ー ペ
ア と しては Huβ ト4(140塩基対), ト5(183塩基対), ト8(576塩
基対) が使用可能と判明 した . 中で も鮮明な単
一 バ ン ド が 検 出
され た Huβ ト8 の 組 み 合わ せ を , 転移腫瘍細胞の 検出の た め
の P C R プ ラ イマ ー と して選定 した .
Ⅱ . P C R法の 感度
正常 ヌ ー ド マ ウ ス の 肺 D N Aを 用 い て 希釈 した H T,1 08 0細
胞 D N A をテ ン プ レ ー トと して25サ イ ク ル の P C R増幅反応を
行 っ た 結果t 576塩基対の 増幅 D N A断片が単
一 の バ ン ドと し
て 検出 で き, P C R法 の 感度 と して ほ 10~5〃 g ま で そ の 検 出が 可
能 で あ っ た (園2). こ れ は よ 摘出 した 肺の 重量を 200m g と した
場合 , 約1,12 0個 の 転移膿瘍細胞 の 検出に相当 した . な お , ヒ ト
β 一 グ ロ ビ ン 遺伝 子 に 対す る特異的増幅反応を 正常 の ヌ
ー ド マ
ウ ス の 肝臓 よ り抽出 した D N A を テン プ レ ー トと して施行 した
場合, 576塩基対 の 増幅 D NA 断片は検出され な か っ た .
Ⅲ . 転移腫瘍の検出
1 . 尾静脈内移植 に よ る実験的肺転移 の 検出
実験的転移系 で は 図 4-A に示す如く , 移植後 1週 目 よ り肺転
移を確実 に と らえる こ と が で きた . 5 ×1 0
6
個 の H T-10 80細胞
の 移植 に よ り , 移 植後 1 週 目 に お い て 平均的8.7× 10
5 個 の
H T-10 鋸細胞 が肺よ り検出 され た . 各週 に おけ る肺転移腫瘍細
胞数を表 2に 示 した . 転移腫瘍細胞数は 1 ～ 4週 目 ま で 経時的
に 増加 し(表2 , 図 5), 転移細胞の 肺で の 転移成立 お よ び増殖
が確認 で きた . 肉眼上 , 肺表面に 転移結節が認め られた の は l
腫 瘍細胞移植後4週 目 か らで あ っ た (図6). こ の 時 点 で の
H T-1 080細胞 の 数 は臓器あた り平均約1.1×1 0
7 個 で あ っ た . ま
た , 病理 組織上 あき らか な肺転移は腫瘍細胞移植後 3週目に 確
Table l. In v e stigatio n of u sefulprim e rpairsfo r spe ci丘c
P C Ra mplific atio nfo rh um a nβ-globin ･related
S equ e n Ce S
Prim erpairs
Am pli丘ed H T-1080 Nude m ou se











































, 十:Po sitiv eP C Rpr odu cts,
- : Negativ eP C Rprodu cts･
*♯
,S:Single band(Expe cted PCR pr odu cts w e r edetected
a s a singleba nd). M: Multiple bands(Co ntain ed un e Xpe Ct･
ed e xtra P C Rpr odu cts).
Fig.3. An alysis of a mplified fragm e nts of P C Rwith v ario u sprim erpairsby agar o segel ele ctr ophor9Sis
･ Lane l: Huβ
9-11(273 bp), Lane 2: Huβ 購 (誕1,b.p)> Lan e3: Huβ 3-8(486 bp), La n e4: Huβ 3
-5(93 bp), La n e5: Huβ 2-4(11 0
bp), La n e6: Huβ 1-8 (576 bp). La n e.7: Huβ 1-5p(1 83 bp), La n e8: Hu β 1 司(･1 20 bp), La n eM : m Ole c ula r w eight
m a rker(¢174/Hin c Ⅲ dig6st), N : n ude m o u seliv e rD N A, H: H TYl O80 D N A･
P
P C R法を 用い た ヒ ト転移腫瘍細胞 の 定量的検出
認 で きた(図7). こ の 時点で の H T-1 080細胞 の 数は 臓器あた り
平均的7.8×108 個で あ っ た .
2 . 鼠径 部皮下移植 によ る自然肺 ･ リ ン パ 節転移 の 検出
自然転移系で は 図 4-B に 示 した如く , 腫瘍細胞移植後 5週目
よ り肺お よ び ワ ン パ 節転移を と らえ る こ と が できた . 5週目で
は , 肺 4/6(匹), リ ン パ 節 6/6(匹), 6週 目 で は t 肺 3/6
(匹), リ ン パ 節 2/6(匹)に 転移が検出され た . 1臓器あた り の
肺お よび リ ン パ 節 転移腫瘍細胞数ほ表 4 に示 した . 皮下原発腫
瘍の 重畳が大きく な る に従 っ て , 転移の 頻度 が増加す る傾向が
認め られた が , 皮 下原発腫瘍の 重量 と転移腫瘍細胞数と の 間に
相関性は認められなか っ た (図 9- A).
Ⅳ . C P Aを前投与 した ヌ ー ドマ ウ ス にお け る H T-10 釧の転
移性
自然転移系に お ける , C P A前投与群と非投与群 の 肺転移 の
検出結果を図 8-A に示 した . C P Aを i. p. 前投与 した マ ウ ス で
は 仁 腫瘍細胞の 届静脈内移植後 1週日に お い て肺転移腫瘍細胞
数の 増加傾向が認められた が , 2週目に お い て両群の 転移腫瘍
細胞数の 差 は縮小 した (表3). 一 方 , 自然転移系で は C P A前
投与群 , 非投与群 とも に 肺 ･ リ ン パ 節転移 は腫瘍細胞移植後 5
週 目 よ り検出 され (図8-B), C P Aの i. p. 前投与 に よ る転移検
出時期の 早期化は認め られな か っ た . 腫瘍細胸移植後 5週目 で










は ユ C P A非投与群に お い て 肺4/4(匹), リ ン パ 節3/4 腫),
C P A前投与群に お い て 肺3/5(匹), リ ン パ 節 3/5 腫)に 転
移を認め , 7週目で は , C P A非投与群 に お い て 肺 4/4(匹),
リ ン パ 節4/4 腫), CP A前投与群 に お い て 肺5/5(匹), リ ン
パ 節4/5(匹)に 転移を認め , 両群 の 転移頻度 に差を認 めな
か っ た ･ さ ら に , C P A前投与 に よ る転移腫瘍細胞数の 増加 は
認め られず(表5), 皮下原発腫瘍の 重量が大きくなる に従 っ て
転移の 頻度 が増加する傾向が認 め られた( 図9-B), C P A投与群
と非投与群 の 皮下原発巣の 重量 の 経時的推移を図1 0 に示 した.
Table 2･ K in etics ofgr o wth of H T･1080c ellsin m o us elu喝 S
afte ri.v. injectio n+
M｡ ｡S e
N umbe r ofe xpe rlⅡ帯解u ng m eta static c ells
No .
1 w e ek 2w eeks 3 w e eks 4 w e eks
1 4.8 0.0 127.5 163.1
2 12.9 34.6 62
.6 188.9
3 8.2 29.6 64 .7 10.4
4 8.8 9.2 42
.5 73.4
m e an±S.D. 8.7±3.3 18.3±16.4 77.8±33.3 109.0±82.3
♯
, H T･1080c ells w e reino c ulated i.v. at5× 106 c ells/m o u s e.
3 w e eks 4 w e eks
576
脚 透P
Mice t :2 :1 41 5･ 6 1 2 3 a 5 6 1 2 3 鶴 き 1 2 3 ヰ5 6
Fig･ 4･ Dete ctio n of expe rim e ntal or spo nta n e o u slu n虔 m eta stasis following intr a v en o u s or subc utane ous
in o culatio n of H T-10 80 c ells. (A)Dete ctio n of e xperim e nta.1 1u ng m eta,Sta Sis. Lu ng m etasta sis c ould bedetected
fr o ml w e ek after tu m orino culation . M eta stasized c ells gr adu ally in cr e as ed fro ml w eek to 4 w eeks after
tu m o ri･ V･ in o c ulatio n･ (B) Detectio n of spo ntan e o us m etastasis in lu ngs a nd ly卿 Ph n ode s. Both lu 鴨 a nd
lym ph n ode m eta sta se s c ould be dete cted fr om 5 w eeks afters. c. in o c ulati叩 Of H TTlO80-Cels.
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両群 ともに 転移 が検出され 始め た 5過 日ま で の 皮下原発腫瘍 の
増殖速度ほ ほ ぼ同 じで あ っ た .
Ⅴ . 転移 治療実験
抗癌剤投与後 1週 日 (腫瘍細胞移植後 2週 日) に お い て ,
A D M投与群 4匹 中 2匹 に , 末 治 療群 に比 し , P C R増幅
D N A断片の 明らか な減少 が認め られ , A D Mの 肺転移巣 に 対す
る治療効果が示 さ れ た . また , C D D Pを 投与 した 4匹 の う ち 3
匹 の P C R増幅 D N A断片の 減少 は み られ ず , C D D Pの 治療効
果 は認め られ なか っ た . A D M と C D D Pの 肺転移巣 に 対す る転
移腫瘍増殖抑制率 は そ れぞれ , 38. 9% , - 60.1%で あ り ,
A D M ほ H T-1080の 肺転移巣に感受性 を有す るが , C D D P は無
効 であ る こ と が判明 した . 以上 よ り , 腫瘍紳胞移植後 2週間で
肺転移巣に 対す る治療効果 の 判定が 可 能で あ っ た . なお , 抗癌
剤投与後 3週 目 に お い て ほ , A D M投与に よ る治療効果は 消失
し, P C R増幅 DN A断片の 増加が認め られ た . A D M投与群お
よび C D D P投与群 に お ける肺転移増殖は末治療群 に 比 し , む
しろ増大 して い た ( 図11).
1 2 つ 4
Weeks a ftertu rTIO rlnje ctlo n
Fig.5. Kin etic s of gro wth of m eta sta siz ed H T-1080c ells
壬r o ml to 4 w e eks afteri. v. in o c ulatio n (5×1 0
6
c ells/
m o u se).
Fig･6･ Ma cr o s c opic find ings of expe rim ental lu ng m etasta-
Sis at 4 w e eks afteri. Ⅴ . in o c ula,tio n of H T-1 080c ells.
Pointing arr o w sin dic ate m eta staticゝ n odules.
考 察
Ry ga ard と Po vIs e n
棚 が 初め て ヒ ト腫瘍阻織の ヌ ー ド マ ウ ス
へ の 移植 に 成功 して 以来 , 移植腫瘍 が原発腫瘍の 様 々 な 生物学
的特性 お よ び形態 を保持 しつ つ 増殖す る こ と が 追認 さ れ28)21),
実験 用哺乳動物 と して 実用性が高 い 本系を用 い て t 多くの ヒ ト
腫 瘍細胞株 が樹立 され た . しか し, 可 移植性 ヒ ト腫瘍の 自然転
移率は ▲ 用 い た癌種 に よ る ば ら つ き は あ る もの の , お お む ね
0 ～ 1.5% とす る報告 が多く22 ト 24), ヌ ー ド マ ウ ス に 恒常的 に 自
然転移 が形成 され る こ と は稀 と され てきた . 従来 , 転移様式を
決定す る要因に 関 して 3 つ の 可 能性 が授唱 され て お り , 確率的
要因と選択的要因 を操作 し, よ り安定 した 転移 モ デ ル を 作製す
る 上 で の 指標 とな っ て きた . 第1 はEwing





a n ato mic aトm echa nic al" ) 仮説で ある .
こ れ は腫瘍細胞が標的臓器 へ 到 る ま で の 解剖学的な運搬経路に
主 眼を お い た も の で あり , 脈管 内に 浸潤 した 腫瘍細胞が最初に
補捉され た場所 に 転移 が形成 され る とす るもの で あ る . 第 2 は
Paget
26)が掟 唱 した " 土壌 " (
``
se ed ands oil" )仮説 で ある . こ










と して の 標的臓器 の 環境 に 順応 で き る こ と
が 転移形成上必要 不 可 欠と するも の で ある . 第 3 は Bro ssら27)
が 授唱 した " 段階 的転移 " ( " Meta static c a sc ade" ) 仮 説で あ
る . これ は , 腫瘍細胞 は ごく 一 般的 な場所 に 初発転移巣を形成
した後 , そ の 場所 よ り暫時 , 段階的 に 転移巣が形成 され て ゆ く
とする もの で ある . マ ウ ス の 皮下 へ ヒ ト 腫瘍阻織片な い し腫瘍
細胞を移植 L た場合, 皮下 に 限局 した膨張性の 腫癌形成を 示 す
こ とが 多く , 周 囲組織 に 浸潤性 に 増殖す る こ とは 少な い . そ こ
で ,
`





して の 移植部位 の 選択 や
``
解剖学的非無作為転移" 仮説に 則 っ
た , 目 的と する臓 器 に 転移 を形成 さ せ る上 で最も有効 と考え ら
れ る移植方法 の 検討が な され て きた . そ の 鮭果 , 例 えば大腸癌
由来の 腫瘍株 に お い て は , 回盲部腸管壁内や腹腔内 へ の 移植に
よ り肝臓や リ ン パ 節 へ の 自然転移 の 増加 を認め た り , 脾臓内 へ
の 移植に よ り肝臓 へ の 実 験的転移 が増加す る等 の 知見 が得 ら
れ , 肝転移 に 関 して は安定 した 実験的転移 モ デ ル 系が 樹立 され
つ つ ある2)5 卜 7)10 ト l ▲)
こ の 様 に , 適 当な移植部位 お よ び移植方法を選定すれ ば , 癌
Fig ･7･ Histlogic al s e ctio n s of experim ental lu ng m eta stasis
at 3 w e eks afteri･ V ･ in Q C血tio n of H T-1 080c ells. (H. E.
×40)
P C R法を用 い た ヒ ト転移腫瘍細胞 の 定量的検出
種 に よ っ て は 転移率の 増加 を認 め るも の が ある こ と が 判明 し,
ヌ ー ド マ ウ ス に お い て 転移 の 形成 され る頻度は低い と い う考 え
に 関 して は l 最近そ れを疑問視す る向きが大きくな っ てきた .
Ueya m aら ほ , ヒ ト髄膜腫細胞株を ヌ h ド マ ウ ス に て継代培養
中 , 腫瘍摘出後 に 肺転移を認め , 摘 出と い う操作に よ り転移が
促進 され る こ と と もに , 腫瘍摘出に よ り マ ウ ス の 生存 日数が 伸
び た こ と を 転移成 立 の 原因 と して あげ , 観察期間を長く とれ ば
Ml⊂e 1 2 34 5 1 2 3 4 5
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転移率が増す可能性がある こ と を指摘 して い る抑 . 従 っ て , 臓
器表面に 形成 され た転移結節数を肉眼的に 算定す ると い う現在
の 検出方法 を改良 し, よ り感度の 高い 転移検出法を用い る こ と
で , 早期に 転移を検出で き る可能性がある . しか し , 転移 の 検
出方法か ら ヌ ー ド マ ウ ス を 用い た 転移 モ デ ル 作製を 試み た 報告
例は なく , 加えて定量的な検出方法ほ未だ確立 されて い な い .
今回 ヌ ー ド マ ウ ス に 用 い た 転移腫瘍 の 検出法 は , 当教 室 の
1 2 a 阜5 1 2 3与 5
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1 2 牒仁卑 1∴ 熟1 ト鼠｣
The effe ct of C P A-pr etr e atm e nt(200mg/kg･ Single i■ p･ ･ 4 days befor etu m o rin o c ulatio n) on e xperim ental or
SpO nta n e o u sm eta sta sis･ (A) Co mpariso n of e xpe rimpntallu ng m etasta sis with or witho ut C P Aat l o r2 w e eks after
tu m orin o culatio n･ Lu ng m eta stasis w a sinte n sein the CP A,pretre ated mic e c o mparedLwith the u ntre ated mice atl
W e ek･ But the differ e n c ede cr ea sed at 2 w e eks･ (B)Co rnPariso n of spo nta n e o)u Slu ng a nd･lym ph n ode m eta s!a se sbetw e e n with or witho ut C P A- pretre atm e nt.
18 太
Endo ら が , 受精鶏卵を 用 い た 転移モ デ ル 系の 確 立 を 目 指 して
開発 した もの で あり29), 転移腫瘍検出の 鋭敏性と定量性 に お い
て 画期的な手法 で あ る . 従 来 , 転 移 の 評価 は , W e xler の 方
法38)に 代表さ れ る様 に 臓器表面に形成 さ れ た転移結節数を算定
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定 可能 な転移結節 が形成 され る ま で の 時間が必要 と な り , 移植
腫瘍に よ り多少 の ば ら つ きは あ るが , 転移の 評価 が 可能 と な る
ま で に は実験的転移系 で は 3 ～ 4週 間以上 , 自然 転移糸で ほ 8
週間以上 を必要とす る報告が多い
1ト1 5)
. 本研究 で は , Endo ら
28)





Prharytu mα W .T.
Prlm 訂yturT W W.T.
Fig. 9･ Cor relatio nbetw e enprim ary tu m or w eight a nd frequ e n cy of m eta stasis in lu ngs a nd lym ph n ode s･ T hefr equ e n cy
of m eta stasisin cr e as ed asthe w eight of s ubc utan e o u sprim ary tu morincreas ed. (A) H T-10 80c ells w e re s･ C･ in o c ulated･
(B) Co mparis o n of spo nta n e o u slu ng a nd lym ph n ode meta stasis betw e e n
'
C P Apretr eated mic e a nd u ntr e ated mic e･
H T-1080c ells w e re s. c. in o c ulated.
P CR 法 を用 い た ヒ ト 転移腫瘍細胞 の 定量的検出
ウ ス に 応用 し , 実験 的肺転移 は 1週 目 で , 肺 t リ ン パ 節自然転
移は 5週 目 で 定量的に 検出でき る こ とを 見 い 出 L た. 本検出法
に よ り , 転移は 形成され 難 い と され て き た ヌ ー ド マ ウ ス に お い
て 高頻度に 転移を検出でき , 加え て 定量性の み な らず迅速性 を
も ヌ
ー ド マ ウ ス 転移モ デ ル に 加味 させ る こ とが で きた .
ヒ ト腫瘍細胞 に 含まれ る β - グ ロ ビ ン 遺伝子の 検出に 際 し ,
P C R法を 用 い る こ と に よ り , 本実験で は そ の 検出感度 を高 め
る こ とが で きた . P C R法 は , 198 5年 Saiki ら31}に よ っ て 開発さ
れ た , 微量の テ ン プ レ ー ト D N A をもと に 試験管内で , 染色体
D N A 上の ある特定 の 領域を酵素的に 増幅す る方法 で あ る . 即
ち . 1) D NA の 熱 変性 ( 2本鎖 D N A断片を l 本鎖 D N A断片
に す る), 2) プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ , 3) D N A ポリ メ
ラ ー ゼ に よ る D N Aの 合成 と い う 3段階 の 行程を 1 サ イ ク ル と
して 繰 り返す こ と に よ り , 目的 とす る領域の 増幅を得 ようとす
1 9
るもの で ある . D N Aポ リメ ラ ー ゼ と して は , 耐熱菌 r んgr m 捉∫
d叩 α土∫c祝ぷ 由来の r呵 ポ リ メ ラ ー ゼ が 用 い られ , 自動 D N A増
幅装置の 開発 に よ り, 全行程が 自動化 され て い る . サ イ ク ル 数
を 増や す こ と で , 理 論的に ほ よ り 高感度 の 解析 が可能 で あ る
が , 目 的とする D N A以外の 非特異的な増幅産物が合成され た
り , 増 幅産物 の 塩基配列に エ ラ ー が 起 こ る可 能性があ り, サ イ
ク ル 数の 設定 に は 注意を要す る . 本研究 で ほ 実験中 , 目的以外
の 増幅産物 を認め た こ と は 】 度もなく ▲ 25サ イ ク ル と い う実験
条件の 設定 に問題は な か っ た もの と 考え る .
実験 的転移系で は , あき らか な 肺転移 は病理組織上 3週 目 よ
り確認され てお り , 1 , 2週目 に お ける 転移 の 検出は微小転移
レ ベ ル で の 転移の 評価 と い え る . 検出され た 転移腫瘍細胞数は
各週毎 に 経時的な増加 を示 L てお り, 検出され た 腫瘍細胞 が単
に 肺 に 補捉 さ れ た 腫瘍細胞 で ほ な い こ と を 示 し て い る .
Table 3･ Nu mbe r(×105)ofe xperim e nta1 1u ng m eta sta sis
■
with o r witho utC P Apr etre atm e nt
(200m g/kgi.p.)
M o u se
No. C P A( J C P A(+)
2 w e eks























m ea n±S.D･ 5.5±7.7 122
.8±155.5 1 67.6±216.4 338.9±351.3
■
,
H T-1080c e11s w e r ein o c ulated i.v . at5× 106 c elIs/m o u s e.
Table 4. Nu mber(× 10
3
)of spo nta n e o u s metastatic c ells
*
inlu ng a nd lymph node
















































, H T-1080c ells w erein o c ulated s.c. at 5× 106 cells/m o u se.
*
:L N:1ym ph node.
Table 5･ Nu mbe r(×104)ofspo nta n e o u s m eta static c ells* with o r witho utCP Apr etre atm e nt(200
mg/kgi.p.)
5 w e eks
M o u se
No.
C P A(q) CP A(十)
Lu ng L N
…
Lumg L N
7 w e eks
C P A卜) C P A(+)
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, H T･1080cells w er eino culated s.c. at5×106 c ells/m o u s e.
* *
,







-de o xyu ridin e で 放射 ラ ベ ル した B1 6メ
ラ ノ ー マ 細胞 を マ ウ ス の 静脈内に 投与 し血 流中お よ び各臓器 に
お ける腫瘍細胞数 の 経時的変化 を検討 し て い る . そ れ に よ る
と , 移植後24時間後 に ほ 1 %の 腫瘍細胞 しか 血 流中に 生き残 る
こ とが で きず , 2 xl O5 個 の 生細胞を移植 した 場合 , 肺 に 認 め
られ る腫瘍細胞数は減少 し続け , 1 , 2週 目に ほ そ れ ぞれ4.5
×1 02 , 4 ×10
2 個 に 減少 して い る . 同数の 死細胞 を移植 した 場
合 , 8時間後 に は 肺に お け る腫瘍細胞は消失 して お り , 転移 が
成立 しな い 場 合の 臓器 に 補捉 された腫疹細胞 の 停留時間は極 め
て短 い こ と が 予想 された . 本研究 で ほ I H T-1080細胞 を 5 ×
106 個移植 し1週 目 で 平均的8.7×105 個 , 2週 目 で平均的18.3
×105 個 と多数 の 腫瘍細胞を肺よ り検出できた . 本法 の 検 出限
界 は , 200m g の 肺に お い て約1.1×1 0
3
個の 転移腫瘍細胞数であ
る こ とか ら , よ り早 い 時点で の 転移 の 評価も可能 と思わ れ た .
ヌ ー ド マ ウ ス に お ける 移植腫瘍の 転移能を左右す る田子と し
て , マ ウ ス 自体 の 免疫系を考慮する必要があ る. T細胞の 免疫
能 が欠如 した ヌ ー ド マ ウ ス に お い て N K細胞が転移抑制 に 少な
か らぬ 影響 を及ぼ して い る こ と ほ , N K細胞 の 細胞障害活性
(N K活性)が選択的に 抑制 され た べ q ジ ュ マ ウス と N K活性が
正常な マ ウ ス を 用 い た 転移実験 と の 比較 か ら既 に 実証 されて い
る3ユ). N K活性 の 高い ヌ ー ド マ ウ ス で は肺 に お け る 腫瘍細胞 の
排除能が高い と の 報告が み られ
34)
, N K活性は , と りわ は肺転
移 の 抑制に 極め て 重要な役割を果 た し て い るも の と 考 え られ
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Wo ek$ aftorIno c ulat10 n
Fig.10. Co rrelatio n betw e e n prim a ry tu m or w eight a nd
w e eks afte rtu m o rin oc ulatio n･o n mic e with or witho ut
C P Apretre atm e nt.
る . C P Aを 前投与 した マ ウ ス を 用 い た 場合 , 実験 的転移系 に
おけ る肺転移腫瘍細胞数 ほ ‥ 睦瘍細胞移植後 1週 目 に おい て 明
らか な 増加を認め た . しか し , 自 然転移系 で は 転移腫瘍細胞
数 , 転移頻度に 差を 認め なか っ た . C P Aの 投与 ほ 腫瘍移植 4
日前 に 行 っ た が , 自然転移系 で は こ の 投与時期 に 問題 があ っ た
も の と考え られ る . 今回 の 結果 よ り , N K活性の 肺転移抑制 に
及ぼ す作用点は腫瘍細胞 が脈管内に 浸潤 して か ら 以後 に ある こ
と が推測 され る . 従 っ て 自然転移系 の 肺転移 を増大 させ る に
は l 皮下に 移植 され た腫瘍細胞 が 血 管内 に 浸潤 し て か ら後 に
C P Aを投与す る 必要 が ある . しか し, 治療効果 へ の 影響 を 考
慮す る と , 治療 実験 に 腫瘍細胞移植後 の C P Aの 投与 を行う こ
と は 不 適切 と い え る . N K 活 性 を 抑 え る 方法 と し て , C-
P A24)34 ト 35)37)の 他 に N K細胞の 膜表面 に存在す る糖脂質 であ る
As ialo- G M l に対す る抗体33)38 ト 42)や17β- エ ス トラ ジ オ ー ル 仰 山) ,
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 45 ト 47), プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E
48)等が 知 ら れ て
お り, 転移増殖 や転移頻度を増大 させ る手段と して 用い られ て
い る. しか し , P C R法を 転移細胞の 検出法 と して 応用する こ と
に よ り , ヌ ー ド マ ウ ス の 免疫担当細胞 と して の N K細胞を 上 記
手法を駆使 して 抑制せず とも , H T-1080細胞の 転移の 検出な ら
び に そ の 定量的評価は十分可能で あ っ た .
用 い た ヒ ト線維肉腫 H T-1 080細胞は エ ラ ス チ ソ 分解 能や コ
ラ ー ゲ ン 分解能を 有 し, ラ ミ ニ ン や タ イ プ Ⅳ コ ラ ー ゲ ン 等の 基
底膜を構成す る成分 に 接着 し細胞外 マ ト リ ク ス を 破壊浸潤す る
こ とが 知られて い る高転移性 の 可 移植性腫瘍株で ある4g ト 51). 本
稿 には 記載 しなか っ たが H T-1 080細胞 を用 い た本実験系で ほ ,
実換的転移系 , 自然転移系 ともに肝転移 の 頻度ほ極 め て 低か っ
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P C R法 を用い た ヒ ト転移腫瘍細胞の 定量的検出
た . また , 脾臓内や 回 盲部腸管壁内 へ の 移植も試み た が肝転移
の 頻度ほ や は り低か っ た , 従 っ て移 植経路か ら の 検 討で ほ ,
ヌ ー ドマ ウ ス に お ける H T-1080細胞 は , 肝臓 よ り ほ む し ろ 肺
に 強 い 臓器親和性を持 つ も の と 考え られ た . 一 方 , 鶏卵法を 用
い た H T-1 080の 転移モ デ ル 28)で ほ , 肺 の み な らず肝臓 に も同時
性 に 実験的転移が恒常的 に 形成 され る こ と が 確か め られて お
り , 臓器親和性 に 関 しては 宿主側の 条件も十分に考慮する必要
が あるもの と 考え られ た . 癌転移に お い て臓器特異性が形成 さ
れ る磯序は 不 明 で あるが , 熊谷 ら52)は , 肺に 転移性 を示 す多数
の マ ウ ス 可移植性腫瘍 に 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺激
因 子 (gr a nulo cyte-m a Cr Ophage- C Olo ny stim ulating fa ctor,
G M-C S F) が , ま た肝 に 転移性を 示 す腰 掛 こイ ン タ ー ロ イ キ ン
(interle ukin , IL)-1 また は I L 6遺伝子が発現 し て い る こ と か
ら , こ れ らの サ イ ト カ イ ン 遺伝子の 発現 が臓器特異的な癌転移
の 形成 に 関与 して い る可 能性 を指摘 して い る . :ヌ ー ド マ ウ ス に
お い て H T-1080細胞 の 肝転移の 頻度が低い こ とに ほ , 臓器 の
血 管内皮細胞 へ の 特異的接着性以外 に 宿主 側の 条件 の 一 つ と し
て , 増殖因子 の 関与も考慮せ ね ば な ら な い .
悪性腫瘍 は 様 々 の 異な っ た表現型 (phen oty pe)を 有する細胞
の 亜集団よ り構成 され , こ の 中で よ り浸潤傾向が強く易転移性
の , また , 転移臓器に よ り親和性 の 強 い 細胞な い し細胞集団が
選択的 に 転移を形成する と考 え られ て い る53卜 55). 原発巣 , 転移
巣間, 原発巣 と転移巣間に 存在す る数 々 の 不 均 一 性 (heter ogeT
n eity) は こ れ ら 亜集団の 違い を反映するもの であ り , ク ロ ー ン
の 違 い に 基い た 多様性と考 え られ る . 即ち , 転移 と は原発巣か
ら よ り悪性度の 高い 腫瘍細胞の ふ るい 分けと い え , 実際に 原発
巣 に 比 し転移巣の 方が癌細胞の 増殖活性が克進 して い ると する
報告があ る56) ･ 今 軌 自然転移系 に お い て転移の 頻度 は皮~F 原
発腫瘍の 重量と 正 の 相関 を有 して い た . しか し, 転移腫瘍細胞
数は 必 ず しも皮下原発腫瘍の 重量と は 相関せず , 皮 下原発腫瘍
の 重量が大きく て も転移腫瘍細胞数が少な い もの や ∴逆に 重量
が小 さく て も転移腫瘍細胞数が 多 い もの が 少 な か らず 存在 し
た ･ 移植 した H T-1080細胞が転移能 の 異な る 亜集団か ら構成
され て い る こ と に 基づ い た 不均 一 性 と 考え られ た .
ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 し た ヒ ト癌 ほ , 例 え ば分化度が 同 じ で
あ っ て も, 株 ご と に 異な る 抗癌剤感受性 ス ペ ク ト ラ ム を 示す こ
と が 知られ て い る57). 不 均 一 性の 一 環と して , 原発巣 と 転移巣
と の 間に も抗癌剤感受性に おけ る 不均 一 性 が存在 し56)58)5g), 転移
巣に 対す る化学療法に 際 して は原発巣 と同様 , 感受性試験 に 基
づ い た レ ジ メ ン を選択する こ と が 望ま し い . 加え て , 抗癌剤の
投与量が 不 十分 な 場合や感受性 の 低 い 抗癌剤を使用 した場合 ,
む しろ痛 の 増殖は刺激され 癌 の 増大や転移 の 増加を来す と され
る68)･ 従 っ て , 転移巣に 対する治療 ほ原発巣 に 対す る治療 と同
様 に 慎重 に 対処す る必要があり , 初回 レ ジメ ソ の 設定 お よび 投
与量 に は 慎重 で な けれ ば な らな い .
M TT〔3-(4,5-dim ethylthiazol-yl)-2,5-diphe nyltetr az oliu m br o-
mide〕 法61)を 軌 ､た H T l O80細胞 に 対す る試験管内で の 感受
性試験で ほ A D M と C D D Pの 細胞増殖阻止率は臨床投与量 で
の 最 大 血 中濃度 (peak plas m a c o n c e ntratio n, P P C)〔A D M:
0･ 6FLg/ml, C DD P: 2. 4 9Fe g/ml〕 の 薬剤塵 で ! そ れ ぞれ
94･4タす, 36･4% で あ っ た . 鶏卵法 を 用い た実験的肝転移に対す
る感受性試験 で ほ , A D M 40FL g/egg(8mg/kg に 相 当),
C D D P5FL g/eg g(2mg/kg に相当)の 投与量 にて 腫瘍増殖阻止
率ほ それぞれ89.5% , 5.3%と い う結果 を得て い る . 従 っ て , 原
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発巣 と転移巣およ び 転移巣間(肺転移巣 と肝転移巣) に お け る
抗癌剤感受性の 不 均 一 性は , 今回 の 実験 の 範囲内では 認めず ,
転移巣に 対す る薬剤感受性 ほ ヌ ー ド マ ウ ス と受 精鶏卵 ともに
A D Mに 感受性が強く C D D Pに 感受性が弱い 点に お い て よく相
関 して い た ･ 鳥類 と哺乳撰と い う違 い は 今回 の 治按実験 の 結果
に は 反映され ず , 実駄動物 を用 い た 転移実験 モ デル と して両系
を独立 して 用い る こ とが 可能 と考えられ た .
転移巣治療実験 に お い て ほ , H T-1080細胞 の 移植後1週目に
抗癌剤 の 投与を試み た . こ れ は , H T-1080細胞の 場合 , 1週目
に 検 出され た腫瘍細胞が単 に補捉 され た もの で は なく転移 と考
えられ こ と , また 腰瘍 へ の 薬剤到達の ため に は 血 行の 成立が 必
要 だが , 約1週間 で腫瘍血管が形成され る こ と62】な どか らそ の
妥 当性を考慮 した . 腫瘍細胞を移植 してか ら 2週間と い う短期
間の 間に 転移巣に対す る治療効果の 判定 を 下 す こ と が 可 能 で
あ っ た こ と よ り , 新規抗癌剤の 開発を 目的と する ス ク リ ー ニ ン
グ を含め た癌転移巣に 対す る実験化学療法が 可能 に な っ た とい
える ･ な お , 抗癌剤投与後 3週目 に お い て治療効果 の 消失 と転
移増殖の 増大を認め , 単回 の 投与 では あ っ た が , 薬剤の 投 与量
が不 ｢ 分であ っ た こ と が判明 した . 本法を用 い て , 転移巣 に 対
す る薬剤の 作用機序の よ り詳細な検討を お こ なう こ と に よ り ,
転移巣を 抑制す る上 に 有効な 抗転移薬剤の 選乱 投与軋 投与
方法 お よび 投与回数を追求する こ とが 可能 で ある .
転移は 原発腫瘍か ら悪性 の 腫瘍細胞が 離脱 し , 脈管 に 侵 入
し, 標的臓器 へ と移動 し , 脈管壁間隙か ら脈管外 へ 侵 出し , そ
こ で 増殖する 一 連の 現象を総称 してい る . こ れ まで は , ヒ ト癌
の 実用的な転移動物実験 モ デ ル が 確立 され て い な か っ た た め
に , 試験管内実験で の 断片的な形 で しか転移を捕 らえ る こ とが
できな か っ た . 微小転移の 定量的検出を 可能な ら しめ た本法の
開発に よ り , ヌ ー ド マ ウ ス を よ り有用な転移実験 モ デ ル へ と 応
用 さ せ る 上で の 道が開か れ た . 本法ほ , ヒ ト 痛の 転移を → 遵の
生体現象と して 捕ら え , そ こ で 行わ れ て い る癌細胞 と宿主 と の
相互 作用 を 明 らか に す ると共 に , 転移, 浸潤の 磯 序解 明お よ び
癌転移巣に 対する治療法の 開発に 有用 な 手段 と な る も の と 考え
る .
結 論
ヒ ト線維肉腫 H T-1 080細胞 を ヌ ー ド マ ウ ス に 移植後 , P C R
法を用 い て ヒ ト β - グ ロ ビ ン 遺伝 子 (576塩基対) に 対す る特異
的増幅反応を施行 し , 肺 およ び リ ン パ 節転移腫瘍細胞の 特異的
且 つ 定量的な検出を試み以下の 結果を待た .
1 . ヒ ト β - グ ロ ビ ン 遺伝 子を特異的 に 検出す る プ ライ マ ー
ペ ア と して ほ , Huβ 1-4, l-5, 1-8 が使用 可 能と判 明 し, と りわ
け鮮 明な バ ン ドと して検出 され た Huβ ト8(576塩基対)の 組み
合わ せ を 転移 ヒ = 窪瘍の 検出に 使用 した .
2 ･ 転移腫瘍細胞検出に お ける P C R法(特異的増幅反応を
25サ イ ク ル 施行) の 感度と して は , D N A 10~5JJg まで そ の 検出
が 可 能で あ っ た . これ は , 2 00mg の 肺に 対 して約1,12 0個 の 転
移腫瘍細胞があれば検出が 可能 で ある こ と を示 して い る .
3
. 実験的転移系 では 1週 目 よ り全 マ ウ ス に 肺転移が検出さ
れ , 転移腫瘍細胞数 ほ 1 ～ 4 週 目ま で 経時的 に増加 した . 一
丸 自然転移系で は 5週目よ り肺 ･ リJン パ 節 に転移腫瘍細胞 が
検出された . 転移の 頻度は , 皮下原発腫瘍の 重量と正 の 相関を
示 した が , 転移腫瘍細胞数と皮下原発腫瘍 の 重量と の間に ほ相
関性は認めず, H.T
-1080細胞 の 不歯 市 蛙と考えらね恵..､
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4 . C P Aの 腫瘍移植 4 日前投与(200m g/kg, Single i. p.) に
て 実験的肺転移腫瘍細胞数は腫瘍細胞移植後1週目 に お い て増
加傾向を示 した が , 2週目で ほ そ の 差 は縮小 した . 自然 転移系
で は , C P Aの 単回 i. p. 前投与に よ る転移腫瘍細胞数の 増加お
よ び 転移 の 検出可能時期 の 早期化は認 め なか っ た . N K細胞 の
転移抑制 の 作用点 が , H T-1080細胞 が 血管内に浸潤 して か ら増
殖す るま で の 間に ある こ とを 示唆す る結果と考え られ た . 本実
験 で は , N K細胞を 抑制せずとも H T-10 80細胞の 転移の 定量的
検出は十分可能 であ っ た .
5 . 実験 的転移系を用 い た肺転移巣に 対す る治療実験 の 結果
は 一 腰瘍細胞 を移植 して か ら2週間 で 得 られ , 抗癌剤投与後 1
週 目 に おい て A D Mに 感受性を 示 し , C D D Pに ほ 感受性 を示 さ
な か っ た . こ れ ほ , 鶏卵法に お ける肝転移巣に対す る治療実験
の 結果およ び M T T法 を用 い た 試験管内で の H T-1 080細胞 に
対す る感受性 と 一 致 して い た . 抗癌 剤の 投与量ほ鶏卵法 と の 比
較の た め に , C D D P 2m g/kg, A D M 8r ng/kg と した が , 抗癌剤
投与後 3週 目 に お い て は治療効果ほ消失 し , 薬剤 の 投与量が 不
十分で あ っ た こ とが 結論づけ られ た . また , H T-1 080細胞 に 感
受性を有さ な い C D DP 治療群は末治療群 に 比 し よ り強 い 転移
増殖を認め , 投与量 と とも に 初回 レ ジメ ソ の 選定の 重要性が 示
唆 され た .
6 . ヌ ー ド マ ウ ス を 用い た転移実験系と して 本法が 適用可能
であり , 肉眼に よ る形態学的観察で は 同定不可 能な 微小転移 レ
ベ ル で の 定量的な転移 の 評価が 可 能 で あ っ た .
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Spe ciric Dete ctio n of Metastasiz ed Hu man Tu m o rCe11s in Nude M iceby the Polym c ras eChain Rea ction
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Key w ords m etastasis, n ude mous e, h um a nbros ar C O m aH TllO80, pOlym erase chain reaction
A m etastatic m odelsyste m withbothqu antity andrapidity m ustbe developedforther ape utic e xperim ents using n ude
mice･ In o rder todevelop an aSSay Which isbothhighlyboth highly sen sidve andqu antitative, SpeCi 鮎detectio n of hu m an
P-g10bin -related sequen cein m etastasized hum a ntum Or C ellsin n ude mice w aspe血 rm ed by thepolym erase chain reac-
tion(PCR)technique andanalyzedby Suthe rnblotting･ As an experim e ntal m etastatic m odelsyste m,hu m annbrosarco ma
H TllO80cells(5×10
6
cellshn o use)w erein∝ 山ated intothe tailvein ofn ude mic e(IC Rn uhu)･ As a spo ntan e O uS m etaSta-
ic m odelsystem , H T-1080c e11s w ere subc tane o uslyin ∝ ulated intothe rightgr olnOfn ude mic e.
r
m e mice w ersacri 魚ced
at w eekly intervals after tu m orin o culation and D N Aw as e xtracted &o mlungS a nd lymphn odes uslng a rapidDN Aprepara-
tio n m ethod･ The DNA(1FLg)w as ampli 鮎d by PCR with the speCi丘cprim ers, and the re acdonpr oducts w ere an alyzedby
So uthe rnbloting･ The res ults sho w ed thatlung m etaStaSis c ould be detected as apositiv e amPli 鮎d P CR fragm e nts(576
bp)fro ml w eek after tu m orinoc ulationin the experim ental m etastaic m odelsyste m･ T he amPl泊ed &agm e nts丘
･
o m the
lung D NA sa mplesin creasedgradu ally 負
･
O ml we ekto4 we eks af[er t umOrinoc ulatio n･ On the otherhand
, both lung and
lymphnode m etast es c o uld bedetectedfro m5 w eeks after tu m orin oculationinthe spo ntan eO uS m etaStatic modelsyste m.
T husthe qu an titative and speciBc detecdo n of micro me ta s ta s eswhich co uld notbe dete cted by m acros c opicaldetection
m ethodspro ved tobepossible uslngthe PCR D N A- amPli丘cation technique･ By uslng 也is m ethod, therapeutic expen m entS
W eredon e asfbllo w s･ Cisplatin(CD D P)2 mg珠g or adri amyCin(A D M)8 mgn'g W ereintrave n o u sly 叫 ected atl w ek
aftert um Orinoc ulation ･ T helungs were thendissected at2 0r4 w eeks after tun 1 0rin oculadon and DN Aw as extracted.
PCR amPliBcation of hum anβ-gulob in-related sequenc e and its an alysisbySo uthernblottingreve aled thatA D Mhadand_
tum Or a C tivity on metastasized H TLlO80cellsbutthatCDDP didn ot･ Theinhibition ratios ofAD M andCD D Pwere38.9 %
and - 60･1% respeCdvely, at lw e ekafterdruginJeCtio n･ By uslngthe PC RDN A- ampliBc atio ntechniquein thedectio n of
m etastasis
,
the therapeutic eff tcto nlu ng m etastasis of hu m an tu m Orin n ude mic ecould be e x amined. T his methodshould
be usefu1 fbr elucidation of the m echanis m of m etastasis or inv a sio n of hu m an t um OrCels and sho uldc on bibuteto the
de velopm entofn ew che m otherapyfor m etastasis.
